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研究成果の概要（英文）：3,4-dihydrocoumarin (3,4-DHC) is known to be a potent skin 
sensitizer that has electrophilic property to from a covalent bond with deprotonated amino 
groups. Incubation of 3,4-DHC in aqueous solution resulted in hydrolysis to form 
3-(2-hydroxyphenyl)propanoic acid (HPA) and formation of 3,4-DHC-lysine adduct in the 
presence of lysine. Also, LC-MS analysis showed that 3,4-DHC modified lysine residues 
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が、PTP1B の Cys121 に結合することで EGFR
のリン酸化を亢進することを見出した
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ムの関与を明らかにした（Miura T et al., 

















































ーラー SCL-10A (島津)、送液ポンプ LC-10AD 
(島津)、脱気装置 UGD-12A (島津)、紫外可
視検出器 SPD-10AV (島津) およびオートサ
ンプラー SIL-10AF (島津)からなり、これら
全 て の 装 置 は LCsolution version 1.2 
software (島津) により一括制御した。ガー
ドカラムとして、YMC-Pack ODS-AM 用カート
リッジカラム (23 × 4.0 mm i.d., YMC社) を、 
カラムには YMC-Pack ODS-AM (250 × 4.6 mm 
i.d., YMC 社) を用いた。3,4-DHC および
3-(2-ヒドロキシフェニル)プロピオン酸
（HPA）は 270 nm の吸収波長にて検出した。 
 
UPLC-MS 
UPLC-MS system は、送液ポンプ (試料用) 
Acquity UPLC Binary Soluvent Manager、 送
液ポンプ  (標準物質用 ) 515 HPLC Pump 
(Waters 社)、カラムオーブン Acquity UPLC 
High Temperature Column Heater、オートサ
ンプラー Acquity UPLC Autosampler Module
および質量分析計 Synapt High Definition 
Mass Spectrometry (HDMS) system (Waters
社) からなり、これら全ての装置は MassLynx 
version 4.1 software により一括制御した。
カラムには Acquity UPLC BEH C18 column (50 





keyhole limpet hemocyanin（KLH, 200 µg）
と DMSOに溶解した 3,4-DHC（終濃度 10 or 40 
mM）を全量 50 µL の 0.1 M KPi（pH 7.5）中
にて 25℃で 8時間反応させた。その後、終濃
度 1%の SDS を加え、0.1%TNBS と全量 500 µL
にて 40℃で 30分間反応させた。終濃度 0.1 M 






 KLH（20 mg）と DMSO に溶解した 3,4-DHC
（終濃度 40 mM）を全量 5 mL の 0.1 M KPi
（pH 7.5）中にて 25℃で 8 時間反応させた。
3,4-DHCと反応した KLH（3 mL）を 50 mM KPi
（pH 7.5）で平衡化したエコノカラム 10DG
（Bio-Rad社）に付し、50 mM KPi（pH 7.5） 
(3 mL) で溶出し、未反応の 3,4-DHC を除去
した。得られた 3,4-DHC-KLH結合体を 3,4-DHC
抗原とし、ウサギ (2羽) の背部皮下に 1 mg 
ずつ 2週間おきに計 7 回感作させた。抗血清
抗 体 価 の 測 定 は 、 enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) 法により行な
った。ELISA プレートを用意し、KLH および
3,4-DHC-KLH 結合体を終濃度 0.05 µg/ml に
なるようにコーティング液で希釈して調製




えて 37℃で 30 分間反応させた。溶液を除去
し PBS で洗った後、0.1%BSA-PBS を用いて抗
血清希釈液（1000, 3000, 9000, 27000, 81000, 
243000, 729000, および 2187000 倍希釈）を
作成し、50 µl/wellずつ加えて 37℃で 30分
間反応させた。抗血清希釈液を除去し、洗浄
液を用いて 100 µl/well で 2 回洗浄後、HRP
標識抗ウサギ IgG抗体 (Cell Signaling) を
0.1%BSA-PBS で 2500 倍希釈した後、 50 
µl/wellずつ加え、37℃で 30分間反応させた。
抗体溶液を除去し、洗浄液を用いて 100 
µl/well で 3 回洗浄した。ABTS 基質溶液の A
液と B液を等量混合し、50 µl/wellずつ加え
て室温で 10 分間反応させた。50 µL/well で
Stop Solution (1% SDS)を加えた後、プレー





Protein Assay Reagent Kit (Pierce) を用
いて、50容量の BCA試薬 (A) と 1容量の BCA
試薬 (B) を混合し、96 穴平底マイクロプレ
ートに 20 容量の混合液に対して 1 容量のサ
ンプルを加えて 37℃で約 1時間反応させた後、
プレートリーダーを用いて OD550を測定した。










バッファー (2.5 mM Tris、19.2 mM グリシ
ン、0.01% SDS) を用い、濃縮ゲル泳動中は
10 mA、分離ゲル泳動中には 25 mA の電流 を
PowerStation 1000VC (ATTO) を使用し泳動




て PVDF 膜に転写した後、クロスパワー500 
(ATTO) を用い 2 mA/cm2の条件下で 1 時間転
写を行った。PVDF膜をブロッキングバッファ
ー [5%スキムミルク-TTBS (20 mM Tris-HCl 
(pH 7.5)、0.5 M NaCl、0.1% Tween 20) 、
NaN3] にてブロッキングし、希釈した 1 次抗
体を 1 時間反応させた。反応後、PVDF 膜を
TTBSにて 3回洗浄し HRP標識 2次抗体を 1時
間反応させた。さらに TTBSにて 3回洗浄し、
ECL ウェスタンブロッティング検出試薬































った結果、3,4-DHC は KLH 中のリジン残基の
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